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研究成果の概要（和文）：進行大腸癌に対して抗VEGF抗体薬 bevacizumab(Bmab)を投与する際の、治療効果予測
バイオマーカー(BM)を探索した。まず、Bmab投与前後のVEGF血中濃度を測定したところ、治療後のBmab非結合
VEGFは治療抵抗群で有意に高かった。一方、治療前のサイトカイン・ケモカイン全48項目を網羅的に解析したと
ころ、IL-10, VEGFの血中濃度は治療抵抗群で有意に高く、これらサイトカインが高い症例は生命予後も不良で
あった。また、ヒト血管内皮細胞培養系でVEGF刺激によって発現が亢進・抑制するmiRNAを研究期間内に選別し
たので、今後これらが治療効果予測BMとして有用か否か検討する。
研究成果の概要（英文）：This study was designed to identify biomarkers (BMs) predicting therapeutic 
effect of an anti-VEGF antibody, bevacizumab against advanced colorectal cancer. Pre- and 
post-treatment (Tx) serum concentrations of VEGF, pre-Tx cytokine/chemokine profile, and miRNA 
released after stimulation of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) with VEGF were assayed 
to select candidate BMs. 
   Serum concentration of post-Tx Bmab-unconjugated VEGF was significantly higher in non-responders.
 Comprehensive analysis of pre-Tx cytokines/chemokines revealed that serum concentrations of IL-10 
and VEGF were elevated in non-responsive patients. Moreover, patients with higher concentrations of 
these cytokines showed significantly worse prognosis. These data collectively suggest that IL-10 and
 VEGF can be predictive BMs. We are currently under investigation by using blood samples obtained 
from patients to clarify the usefulness of the selected miRNAs through in vitro stimulation of HUVEC
 with VEGF.
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１．研究開始当初の背景 
 
抗 VEGF抗体である bevacizumab（以下
Bmabと略）は、再発・転移大腸癌の治療に
広く用いられその臨床的有用性は確立して
いるが、今日に至るまで Bmabの効果を治療
開始前あるいは治療開始後早期に予測し得
る信頼するに足るバイオマーカーは開発さ
れていない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究においては、Bmab投与前または投
与開始後早期に、Bmab+化学療法の治療効果
を予測することが出来る臨床応用可能な簡
便なバイオマーカーを探索することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 
以下の３つの観点からBmab+化学療法効果
予測のバイオマーカーを探索した。 
 
１）Bmab治療後のBmab非結合free VEGFの
測定 
Bmab投与前後の患者血清にprotein A/Gを
添加すること によって免疫沈降を行い、免
疫沈降後の血清をBmab非結合free VEGF測
定用の検体とした。血中totalおよびfree 
VEGFの血中濃度をELISA法にて測定すし、
free VEGF血中濃度がBmab+化学療法の有効
性を予測するバイオマーカーになり得るか
否かを解析した。 
 
２）治療開始前のサイトカイン、血管新生因
子の網羅的解析 
Bmab+化学療法導入前の血中サイトカイン、
血管新生因子、全48項目をBio-Plex マルチ
プレックスシステム(BioRad)を用いて網羅
的に解析し、responderとnon-responderで
有意差を示すサイトカイン、血管新生因子を
抽出した。responderはBmab+化学療法によ
ってPR以上の治療効果が得られるか、SDが
６ヶ月以上継続可能な症例と定義し、それ以
外の症例はnon-responderとした。 
 
３）VEGFシグナルによって発現が亢進または
減弱する血管内皮細胞特異的micro RNA 
(miRNA)の網羅的解析 
VEGFによって細胞が刺激されることによ
って放出されるmiRNAを選択するために、ヒ
ト血管内皮細胞(HUVEC)をVEGF非存在下で培
養し、培養系にVEGFを添加する前後の培養
上清中のmiRNAを、GeneChip® miRNA Array
（東レ）を用いて網羅的に解析し、VEGFシグ
ナルが作動することによって発現が亢進ま
たは減弱する血管内皮細胞特異的miRNAを選
別した。これらmiRNAの治療開始前血中濃度
を患者検体で測定し、responderと
non-responderを鑑別するバイオマーカーに
なり得るか否か検証する。 
 
４．研究成果 
 
１）Bmab治療後のBmab非結合free VEGFの
測定 
VEGF血中濃度がBmab効果予測のバイオマ
ーカーになるか否かを明らかにするために、
治療（Bnab+化学療法）開始前後のVEGF-A血
中濃度をELISAによって測定した。「化学療
法後にBmab非結合free VEGF-A血中濃度が
高い症例では、十分な治療効果が得られな
い」という仮説を検証するために、total VEGF
およびfree VEGFを測定した。26症例
（responder 15例、non-responder 11例）
について検討を行った結果を以下に示す。 
 全症例を対象として治療開始与前後の
VEGF-A血中濃度の推移を観察したところ、治
療開始後1M, 2Mにおいて、total VEGFの血
中濃度は低下しなかったものの、free VEGF
血中濃度は治療導入によって有意に低下し
た。次に治療開始前後のtotalおよびfree 
VEGF-A血中濃度をresponderとnon 
-responderに分けて解析した。治療開始前の
血中VEGF-A濃度はresponderとnon- 
responderで有意差がなかったが、responder
では治療開始後1M, 2MのVEGF-A血中濃度は
total, freeともにnon-responderよりも有
意に低下していることが明らかになった（図
１）。 
 
 
 
 
 
 
 
図１.治療前後のtotalおよびfree 
VEGF血中濃度 
２）治療開始前のサイトカイン、血管新生因
子の網羅的解析 
 治療開始前の血中サイトカイン、血管新生
因子、全48項目を網羅的に解析し、responder
とnon-responderで有意差を示すサイトカイ
ン、血管新生因子を選別した。図２に示した
ごとく、IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, 
VEGFの血中濃度はresponder（19例）と
non-responder（13例）で有意差を示し、こ
れらがBmab+化学療法反応性予測のバイオマ
ーカーになる可能性が示唆された。実際、こ
れらのサイトカイン、血管新生因子のうち、
IL-10またはVEGFの血中濃度が高い症例では、
Bmabを含んだ一次治療の継続可能期間（副作
用に伴う脱落を除く）が短い傾向が認められ、
Bmab+化学療法に対する治療反応性を反映し
ているものと考えられる。 
一方、この患者集団（全32例）において
生命予後(overall survival)を規定するサイ
トカイン、血管新生因子を解析したところ、
IL-6, IL-10, VEGFが選別された（図３）。こ
のことより、IL-10, VEGFの血中濃度が高い
症例ではBmabを含む化学療法に対する治療
反応性が不良であるのみならず、overall 
survivalも有意に短く、Bmabを含む化学療
法への反応性が、その後の生命予後も規定す
る可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３）VEGFシグナルによって発現が亢進する血
管内皮細胞特異的micro RNA (miRNA)の網羅
的解析 
 VEGFによって細胞が刺激されることによ
って放出されるmiRNAを選別するために、ヒ
ト血管内皮細胞(HUVEC)をVEGF非存在下で培
養し、培養系にVEGFを添加する前後の培養
上清中のmiRNAを、GeneChip® miRNA Array
（東レ）を用いて網羅的に解析した。その結
果、図４に示したごとく、VEGF刺激によって
発現が上昇または低下するmiRNAを選別する
ことが出来た。発現が４倍以上変化した
miRNAを下表に示す。大腸癌の患者血内にお
いて、これらの候補miRNA濃度が上昇または
低下しているということは、生体内で血管内
皮細胞がVEGF刺激を受けていることを意味
すると解釈できるので、これらのmiRNA血中
濃度はBmab反応性のバイオマーカーになる
ことが期待される。今後、この仮説に基づき
患者検体での検証を進める予定である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４. VEGF刺激によるHUVEC
培養上清中miRNAの変動 
図２. responder, non-responderで有
意差を認めたサイトカイン 
図３. IL-10, VEGF血中濃度の
overall survivalへの影響 
● VEGF刺激を行ったことで発現が上昇した
miRNA 
【4倍以上10倍未満】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【10倍以上】 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
● VEGF刺激を行ったことで発現が上昇した
miRNA 
【4倍以上10倍未満】 
【10倍以上】 
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